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Resumo
A produção de embriões somáticos mediante o cultivo de tecidos in vitro, é uma
técnica que permite a obtenção de embriões em grande escala, constituindo-se
em uma ferramenta importante nos programas de melhoramento genético de
algumas culturas. Objetivando-se induzir a formação de calos embriogênicos em
algodão a partir da  embriogênese somática, germinaram-se, in vitro, sementes
da cultivar Coker 312 e, sete dias após a germinação, segmentos de hipocótilo
foram cultivados durante quatro semanas em placas de Petri,  para a indução de
calos, em diferentes meios. Para constatação da rediferenciação dos tecidos e da
formação de embrióides, retiraram-se amostras de calos subcultivados na
ausência de fitorreguladores e analisados por microscopia eletrônica de
varredura. Obtiveram-se calos de coloração amarelo-esverdeado e com aspecto
friável no tratamento com 2,4 D a partir de segmentos de hipocótilo da cultivar
Coker 312, com maior proliferação a partir da quarta semana de cultivo. Calos da
mesma cultivar induzidos em meio MS1 (2,4D e cinetina), quando subcultivados
em meio básico MS, sem de adição de fitorreguladores, desenvolveram calos
embriogênicos; os calos induzidos em meio MS2 (ANA e cinetina) não se
diferenciaram quando transferidos para o meio MS, mas se observou coloração
escura.
Termos para indexação: calos embriogênicos, fitorreguladores, protocolo
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Somatic induction of embryogenesis
in cotton.
Abstract
Production of somatic embroys by tissues culture in vitro is one technique that
allows the large-scale attainment of embryos, consisting in an important tool for
programs of genetic improvement of some cultures. Objectiving to induce the
formation of embriognic callus in cotton from somatic embryogenesis, seeds of
Coker 312 cultivar  had been germinated in vitro  and, seven days after the
germination, segments of hypocotilys had been cultivated during four weeks in
Petri  dishes, for the induction of callus, in different medium. To evidence the
rediferentiation of tissues and the formation of embryoid, samples of callus
subcultivated in the absence of growth regulator and analyzed by electronic
microscopy of sweepings had been removed. Callus of yellow-green coloration
and with  friable aspect had been gotten in the treatment with 2,4 D from
segments of hypocotilys of  Coker 312 cultivar, with bigger proliferation from
the fourth week of culture. Induced calluses of  the same cultivar in  MS1
medium (2,4D and kinetine), when subcultivated in basic MS medium, without
addition of growth regulator, had developed embriogenic callus; the induced
callus in MS2 medium (ANA and kinetine) had not been differentiated when
transferred to the  MS medium; dark coloration was observed.
Index terms: Embriogenic calli, growth regulators, protocol
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Introdução
A embriogênese somática é uma ferramenta importante nos programas de
melhoramento genético de algumas culturas, especialmente nos trabalhos que
visam à regeneração de plantas nos processos de transformação (SANTANA,
1993).
O algodão (Gossipuim hirsutum L.) é uma das culturas mais significativas e,
quando geneticamente modificado – algodão transgênico, sua importância se
torna mais relevante; contudo, para a obtenção de plantas transformadas o
processo requer o  cultivo in vitro de protoplasma, células e tecidos da planta
que se deseja transformar e as células e tecidos transformados resultem na
regeneração de uma planta transgênica (GYVES, 1994), de grande importância
no melhoramento de plantas (BRASILEIRO, 1998).
Mediante o cultivo de tecidos in vitro, a produção de embriões somáticos é uma
técnica que permite a obtenção de embriões em grande escala, com elevada taxa
de multiplicação e o rejuvenescimento do material vegetal (Santana,1993),
tornando-se  uma ferramenta por excelência  nos programas de melhoramento
genético de algumas culturas. Na investigação dos diferentes níveis de
variabilidade visando à obtenção de genótipos melhorados, a escolha de
embrióides amplifica e otimiza o trabalho de seleção.
Os protocolos para a obtenção de embrióides somáticos estão disponíveis na
literatura para um grande número de espécies vegetais; para a cultura do
algodão, entretanto, a obtenção da embriogênese somática tem sido limitada a
poucos acessos de Gossypium hirsutum (DAVIDONIS e HAMILTON, 1983;
TROLINDER e GOODIN,1987; TROLINDER e XHIXIAN, 1989), G. klotzchianum
(PRICE e SMITH, 1979) e G. barbadense (SAWAHEL, 2001).
Entre as cultivares  de Gossypium hirsutum L., as mais utilizadas nos trabalhos
de embriogênese somática são as linhagens derivadas da  cv. Coker, devido à
competência para regeneração, tal como  Coker 201 e Coker 312, que têm
tornado variedades modelo em cultura de tecidos e transformação genética de
algodão (RAO et al., 2006). Apesar de já existir um protocolo de regeneração
descrito para a Coker, a reprodutibilidade em nível laboratorial tem sido limitada,
fazendo-se oportunos alguns ajustes para estabelecimento de um protocolo de
larga utilização na área de cultivo de tecido.
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No presente trabalho se testaram diferentes meios de cultivo,  a fim de induzir a
formação de calos embriogênicos em algodão de modo a otimizar um protocolo
efetivo para a cultura, a partir da  embriogênese somática.
Material e Métodos
Sementes da cultivar Coker 312  foram germinadas in vitro e, sete dias após a
germinação, segmentos de hipocótilo foram cultivados por quatro semanas, em
placas,  para a indução de calos. O cultivo foi realizado em placas de Petri,
contendo meio básico MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), 30 g/L de glucose,
2,5 g/L de gelrite e 0,75 mg/L de MgCl
2
, sendo suplementado com: 1) 0,1mg/L
de 2,4D (ácido diclorofenoxiacético) + 0,5 mg/L de Cinetina -  MS1; 2) 0,1
mg/L de ANA (Ácido naftalenoacético) + 5,0 mg/L Cinetina - MS2, ambos
ajustados para o pH=5,8.
Após as quatro semanas os calos foram transferidos para os respectivos meios,
onde foram mantidos por mais quatro semanas; decorrido este período, os calos
foram separados do explante inicial, transferidos para o meio contendo sais MS e
vitaminas do meio B5 (GAMBOR et al., 1968), na ausência de fitorreguladores,
com o dobro de nitrato de potássio (1,9g KNO
3
); para cada tratamento foram
utilizadas 15 repetições com 12 explantes por placa, com e sem papel de filtro
(MN-640M). Em todos os casos, os cultivos foram mantidos a 30ºC com um
fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 50 µmol/m2/s-1.
Para constatar a rediferenciação dos tecidos e a formação de embrióides,
retiraram-se amostras de calos subcultivados na ausência de fitorreguladores e
analisados por microscopia eletrônica de varredura; para isto, as amostras foram
fixadas em tampão cacodilato de sódio 0,2M, contendo glutaraldeído (2,5%) e
paraformaldeído (4%), durante 12 horas; após este período, foram lavadas três
vezes em tampão cacodilato 0,1M, durante 10 minutos por lavagem e pós-
fixados em  solução de tetróxiodo de ósmio (1%), em tampão cacodilato 0,2M
por 1 hora. Procederam-se a mais três lavagens em tampão cacodilato 0,1M, por
10 minutos e posterior desidratação progressiva com etanol 10% a 100% de
etanol durante 10 minutos cada uma; na última lavagem, as amostras
permaneceram 1 hora em etanol 100%  antes de se realizar a secagem até o
ponto crítico; as amostras foram, então, montadas em suportes metálicos,
cobertas com ouro por 180 segundos, utilizando-se metalizador Fine Coat – íon
Sputter/JFC-1100 e observadas ao microscópio de varredura (JEOL – JSM/
5600LV/Scanning Electron Microscope).
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Resultados e Discussão
Obtiveram-se calos de coloração amarelo-esverdeado e com aspecto friável no
tratamento com 2,4 D, partir de segmentos de hipocótilo da cultivar Coker 312,
com maior proliferação a partir da quarta semana de cultivo (Figura 1).
A indução dos calos somáticos foi ainda testada por subcultivos diretamente
sobre o meio e em papel de filtro, observando-se que a proliferação maior
ocorreu no tratamento em que os calos foram subcultivados diretamente ao meio
(Figura 2). A obtenção de embrióides da cultivar Coker 312 foi conseguida em
meio MS na ausência de fitorreguladores, sendo observados a olho nu (Figura
3).
No protocolo com ANA não ocorreu formação de embrióides e os calos
escureceram nos subcultivos sucessivos.
De acordo com Tuli e Kumar (2004),  os maiores  problemas para o êxito das
aplicações da biotecnologia em algodão estão na dependência do genótipo e na
baixa freqüência de embriogênese somática, resultando na dificuldade da
regeneração de tecidos transformados; porém, Leelavathi et al. (2004)
conseguiram a regeneração de um elevado número de plantas de algodão
transgênico, cerca de 83%, a partir de calos embriogênicos, após a
transformação por Agrobacterium.
É possível que a divergência dos resultados, quanto à eficiência da embriogênese
somática em algodão, deva estar associada a genes que codificam proteínas
envolvidas em respostas inicial e fisiológica da mesma, e nos subseqüentes
estádios de desenvolviemnto dos embriões somáticos (ZENG et al., 2006).
Fig. 1. Proliferação de
calos da cultivar Coker
312  em meio MS
(A) cultivos com 4
semanas; (B) Cultivos
com 8 semanas
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A partir da análise dos tecidos processados para  microscopia eletrônica de
varredura (Figura 4), nas amostra dos calos provenientes do meio MS1
subcultivados em meio MS, na ausência de fitorreguladores, foi possível
constatar a rediferenciação dos tecidos, confirmando a embriogênese somática.
No protocolo em que  o meio MS foi suplementado com a combinação dos
fitorreguladores 0,1 mg/L de ANA e 5,0 mg/L Kinetina não se deu a formação de
embrióides e os calos foram escurecendo nos subcultivos sucessivos.
Fig. 2. Indução de
embriogênese somática.
(A) Calos subcultivados
diretamente sobre o
meio. (B) Calos
subcultivados sobre papel
de filtro
Fig. 3. Indução de calos
embriogênicos (A) e de
embrióides (B) da cultivar
Coker  312  em  meio
MS  na  ausência  de
fitorreguladores, a  partir
do  meio suplementado
com 2,4 D e Cinetina
A B
Fig. 4. Micrografia de
varredura dos calos
embriogênicos.
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Conclusões
Calos da cultivar Coker 312 induzidos em meio MS1 (2,4D e cinetina), quando
subcultivados em meio básico MS, sem de adição de fitorreguladores,
desenvolveram calos embriogênicos; os calos induzidos em meio MS2 (ANA e
cinetina) não se diferenciaram quando transferidos para o meio MS, observando-
se  coloração escura.
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